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@PROCEDE DE PREPARATION DE COMPOSITIONS POUR LETRANSFERT D'ACIDES NUCLEIQUES 



fe?) La presente invention concerne un procede de prepa- 
ration d'une composition pour le transfert d'acides nuclei- 
ques comprenant la mise en contact d'un acide nucleique 
avec un lipide cationique, selon lequel, prealablement a la 
mise en contact, le lipide cationique est soumis a une 
etape de chauffage. L'invention concerne egalement les 
compositions obtenues et leur utilisation. 
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PRQCEDE DE PREPARATION DE COMPOSITIONS POUR LE 
TRANSFERT DECIDES NUCLEIQUES 

La pr6sente invention concerne un proc6de pour la preparation de 
compositions pour le transfer! d'acides nucleiques. Les compositions 
5 obtenues sont utilisables pour le transfert d'acides nucleiques dans les 
cellules in vitro, ex vivo ou in vivo. 

La penetration cellulaire d'un acide nucleique nu (generalement de 
haute masse rnoieculaire et charge negativement) est un phenomene rare et 
qui, en general, ne conduit & la transfection de la cellule qu'avec une 
10 efficacite tres limitee. Pour cette raison, differents types de vecteurs et de 
techniques ont et6 decrits dans Tart anterieur pour la realisation de ce 
transfert. On peut distinguer a cet egard deux grandes families : les vecteurs 
viraux et les techniques physiques. 

Parmi les vecteurs viraux, on peut citer par exemple les retrovirus, les 
15 adenovirus, les AAV, les virus de I'herpds, les baculovirus, etc. L'efficacite de 
transfert obtenue avec des vecteurs viraux est g6neralement tres bonne. 
Cependant, leur construction et leur production sont difficiles, la capacite de 
clonage de ces vecteurs est parfois limitee, et leur utilisation peut dans 
certains cas presenter certains inconvenients inherents a Temploi de virus 
20 (dissemination, pathogen icite, etc). 

Pour ces raisons, differentes techniques physiques de transfert 
d'acides nucleiques ont 6t6 d6velopp6es. On peut citer par exemple 
reiectroporation, la coprecipitation ou Temploi de canons & particules. 

U6lectroporation consiste a appliquer un champ eiectrique & une 
25 suspension de cellules contenant de I'ADN. Cependant, si cette technique 
donne dans certains cas de bons resultats, elle est difficile a optimiser en 
raison du risque de lesions irr6versibles de la membrane cellulaire. Dans la 
technique du canons a particules, des particules (or, tungstene) sont 
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recouvertes d'acide nucleique puis projetees sur les cellules. Cette methode 
est cependant prometteuse essentiellement pour les cellules a paroi, telles 
que les cellules vegetales. Par ailleurs, la coprecipitation de I'ADN avec 
certains polymeres (DEAE) ou le phosphate de calcium presente 
5 I'inconvenient d'etre peu reproductible et parfois cytotoxique. 

Pour remedier a ces inconvenients, des vecteurs de transfert 
synthetiques ont ete mis au point. Le rdle de ces vecteurs est 
essentiellement de presenter I'acide nucleique sous une forme propice a la 
penetration cellulaire, de faciliter cette penetration (dans le cytoplasme puis 
1 0 dans le noyau) ainsi que de le preserver des nucl6ases cytoplasmiques. 

Parmi ces vecteurs, les lipides cationiques possddent des propri6t6s 
inforessantes. Ces vecteurs sont constitues d'une partie lipidique, 
hydrophobe, interagissant avec les acides nucleiques, et d'une partie polaire, 
cationique, favorisant la penetration cellulaire. Des exemples particuliers de 
15 lipides cationiques sont notamment la lipopolylysine, les lipides 
monocationiques (DOTMA : LipofectinR); certains detergents cationiques 
(DDAB); les lipospermines (DOGS, DPPES, etc), les lipothermines, etc. 

L'utilisation de ce type de vecteur, Sventuellement en association avec 
un lipide fusogene (DOPE, etc), a montre qu'ils possedent de bonnes 

20 proprietes de transfert d'acides nucleiques in vitro, ex vivo et in vivo sur de 
nombreux types cellulaires. Ces vecteurs constituent done une alternative 
avantageuse aux vecteurs viraux et aux techniques physiques de transfert 
d'acides nucleiques. Cependant, I'exploitation de ces vecteurs au niveau 
industriel est pour I'instant limitee. En particulier, les methodes de 

25 preparation de ces vecteurs decrites dans I'art anterieur sont empiriques, 
peu industrialisables, peu reproductibles, et conduisent a des melanges mal 
definis et dont la composition ne donne pas de proprietes optimales. 

Ainsi, il est connu de preparer des compositions par melange des differents 
composants lipidiques dans le chloroforme, sechage sous 1lux d'azote 
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pendant 20 minutes puis sechage sous vide. Le film lipidique ainsi obtenu est 
repris par de I'eau desionisee [Hui 96], [Feigner 87]. Le melange est ensuite 
vortexe pour resuspendre le lipide et sonique dans un bain a sonication 10 
minutes jusqu'a clarification de la suspension qui peut etre ensuite diluee. La 
5 compaction est realisee immediatement avant ajout sur les cellules et laisse 
4 heures a 37°C dans un milieu de culture F10. Des variantes de cette 
technique peuvent etre rencontrees. Par exemple apres dissolution par le 
chloroforme et sechage, le film peut etre repris par une solution de NaCI a 20 
mM [Guershon 93] ou de tampon Hepes a 20 mM [Gao 91]. La suspension 

10 est en general vortexee (immediatement apres reprise du film ou apres une 
phase d'hydratation de 24 heures a 4°C [Gao 91]) et soniquee pendant des 
temps variables. Parfois la force ionique et la nature des ions du complexe 
peuvent etre ajustes apres compaction [Xu 1996], L'operation de sonication 
en elle-meme comporte des variantes puisque certains auteurs utilisent des 

15 sondes de sonication en Titane [Gustafsson 1995]. 

Le mode de preparation consistant en la formation d'un film par dissolution 
par le chloroforme, evaporation, sechage, reprise par un milieu aqueux et 
sonication est egalement frequemment rencontre pour la fabrication des 
liposomes composes d'un lipide neutre associe a un tensioactif cationique 

20 [Pinnaduwage 89]. 

Un autre mode de preparation consiste a diluer directement les lipides du 
commerce (en solution ethanolique, suspension aqueuse ou formulation 
liposomique) dans du milieu de culture MEM. Apres une dilution identique de 
I'ADN, les deux composants sont m6langes par inversion et la suspension 

25 est laissee a temperature ambiante pendant 15 a 30 minutes. Ensuite une 
nouvelle dilution est effectuee avant mise en contact avec les cellules 
pendant 6 heures [Fasbender 95]. Le lipide du commerce et I'ADN peuvent 
egalement etre simplement dilues separement dans I'eau distillee avant mise 
en contact par simple agitation et une eventuelle incubation a temperature 

30 ambiante pendant 1 5 minutes [Bringham 89]. 
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Selon d'autres m6thodes, la forme initiale du lipide est une solution 
6thanolique de concentration variable qui est dilu6e extemporan6ment dans 
du milieu de culture juste avant contact avec I'ADN [Behr 89]. La solution 
ethanolique peut §tre dilufee 6galement dans d'autres milieux (eau, NaCI & 
5 diverses concentrations) imm6diatement ou 10 minutes avant compaction. A 
Tissue de la compaction et d'une eventuelle attente de 10 minutes, une 
nouvelle dilution peut avoir lieu dans un milieu de composition ionique 
variable. La transfection est rdalisee apres un temps de 0 ou 10 minutes 
apres la derniere dilution [Barthel 93]. La solution ethanolique peut aussi etre 
10 introduite directement dans la suspension aqueuse contenant I'ADN et le 
melange peut subir ult6rieurement une sonication en bain [Demeneix 91]. 

II est aussi connu de solubiliser des liposomes cationiques composes d'un 
melange DOSPA/DOPE [Hofland 96] par une solution & 1% d'Octylglucoside 
(OG) dans une solution & 10 mM de Tris (pH 7,4). Aprds contact avec I'ADN 
15 le complexe est dialys6 trois fois (afin d'6liminer les micelles d'OG 
exc6dentaires) contre 2000 volumes de Tris 10 mM / 5% de dextrose (pH 
7,4) pendant plus de 48 heures a une temperature de 4°C. La transfection 
est r6alisee pendant 4 a 5 heures a 37°C dans le DMEM denu6 de s6rum. 

La preparation des liposomes cationiques peut §tre 6galement r6alis6e par 
20 r§hydratation du film lipidique suivie d'extrusions successives & travers des 
membranes en polycarbonate de porosite calibr6e [Duzgunes 89] ou d'une 
microfluidisation [Sternbergn 94]. 

Tous ces modes de preparation presentent des inconv6nients pour une 
extrapolation a une echelle industrielle. La sonication peut difficilement etre 

25 utilis£e a une telle Schelle et la stability des v6sicules ainsi formfees s'avere 
souvent insuffisante. De plus, les sondes utilisees pour la sonication, 
d'origine metallique, peuvent Iib6rer dans le milieu des particules g6nantes 
pour des applications pharmaceutiques. De m§me la filtration ne donne que 
des liposomes de taille d§finie par la porosite de la membrane au sortir de la 

30 filtration et dont la stability dans le temps n'est pas assur6e. ^utilisation de 
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lipides sous la forme d'une solution 6thanolique, outre le probleme 
d'utilisation d'un solvant organique, s'avdre induire la formation de particules 
tres polydisperses. 

La demanderesse a maintenant mis au point un nouveau proc§de de 
5 preparation de compositions transfectantes. 

Ce proc6de d6coule plus particulferement de la caracferisation par la 
demanderesse des propri6fes physicochimique des vecteurs lipidiques. La 
demanderesse a ainsi montr6 que, selon les conditions, ces vecteurs 
existent dans differents 6tats physicochimiques (forme micellaire, forme 

10 d'agr6gats matures, etc). La demanderesse a permis plus particuiferement de 
caracteriser les differents 6tats physicochimiques des vecteurs lipidiques, 
elle a 6galement mis en Evidence des moyens permettant de controler le 
passage entre ces differents 6tats, et de stopper la maturation dans des 6tats 
dSfinis, propices & la complexation avec I'ADN et & la transfection cellulaire. 

15 La pr6sente invention dScrit ainsi un proc6d6 reproductible permettant la 
preparation au niveau industriel de compositions transfectantes 
caracteris6es et calibrees. 

Le procede de Pinvention repose plus particulferement sur la realisation d'un 
traitement pr6alable du lipide cationique, permettant I'obtention d'une 
20 suspension homogdne micellaire. Ainsi, un premier objet de I'invention 
concerne un procede de preparation d'une composition pour le transfer! 
d'acides nucfeiques comprenant la mise en contact d'un acide nucfeique 
avec un lipide cationique, caract6rise en ce que, pr6alablement a la mise en 
contact, le lipide cationique est soumis a une etape de chauffage. 

25 La demanderesse a etudie les caracteristiques physicochimiques des 
djfferents lipides cationiques. Les resultats obtenus montrent que, selon la 
force ionique du milieu, selon le pH du milieu ou encore selon la 
temperature, les lipides cationiques existent sous differents etats physiques. 
Les exemples presenfes ci-apr£s decrivent notamment des diagrammes de 
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phase de differents lipides cationiques (liposperrnines, lipothermines) ainsi 
qu'une etude de la densite optique en fonction du pH et de la temperature, 
qui font apparaitre clairement des 6tats physicochimiques differents selon les 
conditions. La demanderesse a maintenant montre que ces differents etats 
5 avaient des propriefes de compaction avec I'ADN et de transfection cellulaire 
differents, et qu'il 6tait avantageux de disposer d'une rrfethode permettant de 
contrdler de mani^re reproductible I'acces & ces differents etats. 

Le procede selon invention, impliquant notamment le chauffage de la 
suspension lipidique, presente Tavantage d'une methode simple et 
10 facilement transposable aux contraintes de I'exploitation industrielle. II 
permet en outre, par le controle de la cinetique d'organisation, la maitrise de 
la structure adoptee par le lipide avant et apres sa mise en contact avec 
I'ADN, Le procede de I'invention permet en outre une standardisation de la 
rrfethodologie de preparation, indispensable & rechelle industrielle. 

15 Plus particulterement, I'etape prealable consiste a chauffer le lipide 
cationique jusqu'a formation d'une solution micellaire. Encore plus 
preferentiellement, le vecteur lipidique est chauffe jusqu'a une temperature 
superieure & sa temperature de transition de phase. La temperature de 
transition de phase correspond & la temperature & laquelle les chaTnes 

20 lipidiques fondent. Cette temperature peut etre determin6e, pour chaque 
vecteur lipidique, par les techniques connues de Thomme du metier. En 
particulier, il est possible d'utiliser la methode d'Analyse Thermique 
Diff6rentielle (ou DSC : "Differential Scanning Calorimetry") au moyen par 
exemple de Tappareil DSC4 (Perkin Elmer) en suivant les recommandations 

25 du fabricant, comme illustre dans les exemples. 

Le proc6de de invention est applicable & tout type de lipide cationique. II est 
particulierement adapte & la preparation de lipopolyamines. Les 
lipopolyamines sont des molecules amphiphiles comprenant au moins une 
region hydrophile polyamine et une region lipophile liees covalamment entre- 
30 elles par un bras chimique. Avantageusement, la region polyamine repond & 
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la formule generale H2N-(-(CH) m -NH-)|-H dans laquelle m est un nombre 
entier superieur ou egal a 2 et I est un nombre entier superieur ou egal a 1, 
m pouvant varier entre les differents groupes de carbone compris entre deux 
amines. Preferentiellement, m est compris entre 2 et 6 inclusivement et I est 
5 compris entre 1 et 5 inclusivement. Encore plus preferentiellement, la r6gion 
polyamine est representee par la spermine ou par la thermine, ou par un 
analogue ayant conserve ses propri6t.es de liaison & I'ADN. 

La region lipophile peut etre une ou plusieurs chalnes 
hydrocarbon6es, saturees ou non, du cholesterol, un lipide naturel ou un 
10 lipide synthetique capables de former des phases lamellaires ou 
hexagonales. Avantageusement, la region lipophile comprend deux chaTnes 
hydrocarbon6es. 

En outre, le lipide cationique peut etre combine a. des adjuvants lipidiques, 
comme indique plus loin. 

15 Des exemples preferes de lipides cationiques sont notamment les 
lipospermines, en particulier la dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) ou 
la 5-carboxyspermylamide de la palmitoylphosphatidylethanolamine 
(DPPES), dont la preparation a ete decrite par exemple dans la demande de 
brevet EP 394 111. Une autre famille preferee est constitute par les 

20 lipothermines, parmi lesquelles on peut mentionner plus particulierement le 
RPR120531 et le RPR120535 (FR9513490, W096/17823 incorporees a pa 
presente par reference). La structure de ces composes est representee sur 
la figure 1 . 

Pour la mise en oeuvre du procede de I'invention, le lipide, sous forme de 
25 poudre cristalline ou de film, est repris par de I'eau pure ou un milieu salin 
dont le pH est eventuellement ajuste. L'homogeneisation est realisee par 
chauffage au dessus de la temperature de transition du lipide, c'est a dire la 
temperature a partir de laquelle les chaTnes aliphatiques fondent. Comme 
indique ci-avant, cette temperature de transition de phase peut etre 
30 determinee par analyse thermique differentielle. Dans le cas du DOGS par 
exemple, elle est de 38°C dans feau a pH 7,5, et elle est de 44°C a un pH de 
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8,8. Cette temperature de transition est bien entendu variable d'un lipide a un 
autre, (Cf les exemples). En particulier, pour le RPR12531, la temperature de 
transition de phase telle que determinee par DSC et turbidimetrie est de 
51,5°C (poudre) et 30°C (hydrate, pH 7,5). Pour le RPR 120535, elle est de 
5 43°C environ (hydrate, pH 7,5). Le chauffage peut etre obtenu au bain-marie, 
par chauffage direct, ou encore par tout moyen permettant d'elever la 
temperature. II permet la formation d'une solution micellaire caracterisee par 
la clarification de la suspension. La presence de micelles a ete mise en 
evidence par des techniques telles que la turbidimetrie, la diffusion/diffraction 
10 des rayons X aux petits angles et par Cryo-microscopie electronique en 
transmission. 

Un autre avantage inattendu du procede de I'invention reside dans I'efficacite 
de transfection des compositions. Ainsi, de maniere particulierement 
avantageuse, les compositions obtenues permettent la transfection de 

15 cellules independemment de la presence de serum. II est en effet connu que 
le serum (serum de veau feta! par exemple) exerce un effet inhibiteur de la 
transfection par les lipides cationiques (in vitro, ex vivo ou in vivo). Les 
resultats present6s dans les exemples montrent que le procede de I'invention 
peut permettre, par chauffage prealable du lipide, de lever cette inhibition par 

20 le serum. Ainsi, les compositions selon I'invention possedent une efficacite 
de transfection aussi bonnne en presence et en I'absence de serum. 

L'acide nucleique peut etre mis en contact avec la solution lipidique 
directement apres obtention de la solution micellaire, et le complexe 
nucleolipidique obtenu utilise directement pour la transfection cellulaire. 

25 L'avantage de telles compositions r6side notamment dans leur caractere 
homogene, defini et reproductible.Toutefois, la demanderesse a egalement 
montre que pour ameliorer encore les proprietes des compositions, 
notamment les proprietes de transfection, il est avantageux de proceder a 
une maturation du lipide cationique avant la mise en contact avec l'acide 

30 nucleique (maturation pre-com paction) et/ou du complexe nucleolipidique 
apres la mise en contact (maturation post-compaction). La maturation du 
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lipide/complexe permet de r^organiser le lipide cationique sur le plan de sa 
structure et sur le plan de sa taille. La demanderesse a en effet montr6 qu'un 
lipide en solution micellaire tel qu'obtenu au cours de la premiere 6tape du 
proc6d6 de Tinvention peut 6voluer pour former des corps organises de taille 
5 et de structure diff6rentes. La demanderesse a Sgalement montr6 que l'6tat 
d'organisation du lipide cationique avait une influence sur sa capacity a 
complexer (ou compactor) les acides nucteiques, ainsi que sur ses proprietes 
de transfection. 

Un proc6d6 de I'invention comprend en outre, entre Tetape de 
10 chauffage et la mise en contact, un etape de maturation pr6-compaction du 
vecteur lipidique. 

Un proced6 de invention comprend en outre, apr§s la mise en 
contact, une 6tape de maturation post-compaction du complexe 
nucteolipidique. 

15 En partant de la solution micellaire, il est possible, en favorisant les 
interactions entre les differentes molecules lipidiques et la reorganisation 
intramol6culaire, de former differents corps organises. Les exemples 
presents ci-aprds montrent en particulier que les lipides cationiques 
passent par des 6tats organises inattendus de type lamellaire, tubulaire ou 

20 vermiculaire. Lorsque la maturation est poursuivie, des 6tats de taille plus 
importante apparaissent, tels que des etats colonnaires ou h6xagonaux. Ces 
differentes structures pr6sentent des proprietes differentes. 

Pour la mise en oeuvre de ('invention, il est avantageusement proc6d6 a une 
6tape de maturation pr6-compaction. Cette 6tape est avantageusement 

25 r6alis6e jusqu'a apparition d'agregats organises de type lamellaire, tubulaire, 
vermiculaire, colonnaires et/ou h6xagonaux. Plus pr6f6rentiellement, cette 
6tape est realis6e jusqu*& apparition d'agr6gats organis6s de type lamellaire, 
tubulaire et/ou vermiculaire. Ce type de corps pr6sente en effet une structure 
originate, tout particulterernent propice & la complexation avec les acides 

30 nucl6iques. 
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La maturation peut etre realisee par tout moyen permettant d'augmenter les 
interactions entre les molecules de lipide cationique, ou de favoriser la 
reorganisation intramoleculaire. Selon I'invention, la maturation est 
avantageusement realisee par diminution de la temperature, augmentation 
5 du pH du milieu et/ou augmentation de la force ionique du milieu. 

En diminuant la temp6rature, les chaTnes aliphatiques grasses se 
reorganised et permettent de restructurer le lipide cationique. Les resultats 
presentes sur la Figure 2 montrent revolution claire de la densite optique 
d'une solution de lipide, refletant I'architecture interne dudit lipide, en 
10 fonction de la temperature du milieu. En augmentant le pH ou la force 
ionique du milieu, il est possible de modifier I'etat des charges ioniques 
positives presentes sur la partie cationique du vecteur. Ainsi, en neutralisant 
(pH) ou en protegeant (ecrantage, force ionique) progressivement les 
charges, la demanderesse a montre que I'on reduisait progressivement, de 
15 maniere controlable, les forces de repulsion electrostatique entre les 
molecules de lipide, et favorisait les interactions et la reorganisation en 
agregats structures. Les resultats presentes sur les figures 4 et 5 montrent 
I'effet du pH et de la force ionique sur I'etat d'organisation du lipide. Les 
photos presentees figure 3 illustrent les differents corps misen evidence. 

Avantageusement, la maturation pre-compaction est realisee par diminution 
de la temperature. Encore plus preferentiellement, elle est realisee par 
incubation de la solution a temperature ambiante. Ceci permet une cinetique 
de maturation (d'agregation et de reorganisation) progressive et lente, 
propice a la compaction avec les acides nucleiques. La maturation peut etre 
poursuivie pour une duree variable selon le lipide et selon les conditions de 
pH et de force ionique. Les exemples ci-apres montrent que cette maturation 
peut etre effectuee sur une periode allant de quelques heures a 1 mois. La 
duree de la maturation pre-compaction est determinee notamment par 
I'apparition de corps structures de type lamellaire, tubulaire ou vermiculaire. 



20 



25 
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La maturation peut egalement etre realisee par augmentation de la force 
ionique du milieu. A cet egard, il est avantageux de se placer, soit lors de la 
solubilisation, soit lors de la maturation, soit lors de la mise en contact 
(compaction), dans une solution de force ionique comprise entre 0 et 0.5M. 
5 De preference, on utilise une solution proche de I'isotonie (0,1 5M), c'est-a- 
dire une force ionique comprise entre 0,05 et 0,2 M. Differents sels peuvent 
etre utilises (NaCI; KN03.KI, etc). 

Par ailleurs, il est egalement possible de jouer sur le pH lors de la phase de 
maturation. En particulier, quel que soit le pH de la solution micellaire (pH 

10 acide ou deja ajuste). il est avantageux, lors de la maturation ou lors de la 
compaction, de travailler dans un zone de pH comprise entre 3 et 9, de 
preference entre 6 et 9. Le pH est bien entendu ajuste par I'homme du m6tier 
en fonction des pK des vecteurs lipidiques utilises. Un zone de pH 
avantageuse est celle a laquelle 30% au moins des amines du vecteur 

15 cationique sont deprotonees, de preference 40% au moins. 

D'une maniere generale, independamment du pH et de la force ionique, la 
maturation pre-compaction est realisee par diminution de la temperature. 
Cette diminution peut etre accompagnee de modifications de pH et de force 
ionique, soit lors de la maturation, soit lors de la compaction elle-meme. 

20 A titre illustratif, dans les conditions de pH et de force ionique intermediates 
(par exemple pour le DOGS dans NaCI 150 mM a un pH < 8), les etats 
d'organisation suivants sont observes : 

Une suspension de DOGS dans le NaC1 150 mM a pH 7,5 estcomposee : 

- essentiellement de micelles spheriques, immediatement apres 
25 chauffage a 50°C environ (figure 3a), 

- de micelles spheriques de petits batonnets et de vermicules de 
longueur variable, trois heures apres chauffage et refroidissement a 
temperature ambiante (figure 3b), 
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- de plaquettes de structures lamellaire dont la taille est variable, une 
semaine apres chauffage et relroidissement & temperature ambiante (figure 
3c), 

- uniquement de grandes plaques de structure lamellaire, un rnois 
5 apres chauffage et refroidissement & temperature ambiante (figure 3d). 

A un pH natif (3,5 environ), la m§me suspension est compos6e de micelles 
sph6riques et de vermicules un jour apres chauffage et refroidissement a 
temperature ambiante. 

Dans un milieu DM EM ajuste a pH 5 une suspension de DOGS est 
10 composee : 

- uniquement de micelles spheriques, imm6diatement apres chauffage, 

- de micelles sph6riques et de vermicules, 5 heures ou une semaine 
apres chauffage et refroidissement a temperature ambiante. 

Ces observations montrent comment le temps de maturation peut etre adapts 
15 en fonction du lipide et des conditions de milieu pour former des agregats 
organises de type lamellaire ou vermiculaire. Dans la mesure o0 il est 
maintenant possible de connaTtre la structure adoptee par le lipide en 
fonction des conditions de milieu et de temps apr6s chauffage, il est permis 
de controler la structure lipidique qui est mise ulterieurement en contact avec 
20 I'ADN. Par ailleurs, la reversibilite du precede de 
chauffage/refroidissementTmaturation pre-compaction" est totale. Quel que 
soit le temps de maturation ayant 6t6 effectue, il est done possible de 
rechauffer la suspension pour revenir a un etat micellaire commun & toutes 
les conditions. 

25 Apr§s Tetape de chauffage et la maturation pr6-compaction eventuelle, le 
lipide est mis en contact avec I'acide nucieique. 

L'acide nucieique peut etre un ADN ou un ARN. II peut s'agir d'un ADN 
lineaire ou circulaire, superenrouie ou relache, de type plasmidique ou pas, 
portant differents elements genetiques (phase codante, promoteurs, 
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terminateurs, sites de liaisons, origines de replication, etc). L'acide nucteique 
peut 6tre d'origine varices (humaine, animate, eucaryote inf6rieure, 
proc6ryote, plante, virale, phagique, etc). II peut 6galement s'agir d'un acide 
nucl&que synth6tique ou semi-synth6tique. La taille de l'acide nucteique 
5 peut 6tre trds variable (de I'oligonucteotide au g6nome complet). L'avantage 
des compositions de I'invention reside en outre dans leur application au 
transfert d'acides nucteiques de toute taille. Selon un mode de mise en 
oeuvre particulier, l'acide nucteique est un ADN (par exemple un plasmide ou 
un fragment d'ADN) portant une cassette depression d'une proline ou d'un 
10 ARN particulier. II peut s'agir d'une proline therapeutique ou agro- 
alimentaire (enzyme, acide amin6, etc), en vue de produire ladite proline ou 
ledit ARN in vitro, ex vivo ou in vivo. En outre, l'acide nucteique utilise peut 
Stre un melange d'acides nucteiques differents, ayant des propriety 
diff6rentes. 

15 L'acide nucl6ique peut etre pr6par§ par toutes les techniques connues de 
I'homme du metier (criblage de banque, synthase artificielle, methodes 
mixtes, etc). 

Pour la mise en contact (compaction), l'acide nucleique (la composition 
d'acides nucl6iques) est solubilise dans un milieu aqueux. La composition, la 

20 force ionique et le pH de ce milieu peuvent §tre ajustes pour am6liorer 
I'efficacite de la compaction et les proprietes de transfert des compositions 
finales. En particulier, il a et§ constats dans les 6tudes rSalisees avec le 
DOGS qu'une compaction r6alis6e dans un milieu oO le lipide pouvait se 
trouver & l'6tat micellaire pendant son contact avec I'ADN (c'est a dire dans 

25 un milieu de trds faible force ionique et /ou de faible pH), et ce, quel que soit 
son etat precedent I'Stape de mise en contact, ne permettait pas une bonne 
efficacite de transfection en presence de serum de veau foetal. Ainsi, de 
maniere avantageuse, la compaction est effectufee dans un milieu salin, dans 
une zone de pH comprise entre 4 et 10. Avantageusement, la compaction est 

30 realis6e dans un milieu de pH compris entre 6 et 9. Concernant la salinite du 
milieu, elle est avantageusement comprise entre 0 et 2M, de pr£16rence 
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entre 0,01 et 0,5M, encore plus pr6f6rentiellement entre 0.05 et 0,2M. Un 
milieu avantageux pour la compaction est un milieu proche de Tisotonie 
(0,15M), dont le pH est compris entre 6 et 9. Ces conditions peuvent Stre 
celles du milieu de chauffage du lipide ou celles de la maturation pr6- 
5 compaction. Dans ces conditions, la compaction peut avoir lieu sans 
modification du milieu. Si les conditions de la maturation pre-compaction sont 
differentes, il est avantageux d'ajuster la composition du milieu comme 
indiqu§ ci-dessus. Les r6sultats pr6sent6s dans les exemples montrent en 
effet que, dans ces conditions, il est possible d'obtenir des compositions 
10 ayant des proprtetes de transfection particulidrement inattendues et 
avantageuses. En particulier, il est possible d'obtenir des compositions 
insensibles a I'effet inhibiteur par le serum, ce qui est particulterement 
avantageux pour des utilisations vitro (SVF) ou vivo. 

Pour la mise en contact, les quantites et concentrations respectives d'acide 
15 nucl6ique et de lipide peuvent varier. Ces quantites et concentrations sont 
celles d6crites dans Tart anterieur pour ('utilisation de ces vecteurs. En 
particulier, les quantites respectives d'acide nucleique et de lipide utilis6es 
sont d6termin6es par le rapport de charges positives du lipide et n6gatives 
de Tacide nucl6ique. Ce rapport de charge peut varier dans une fourchette 
20 de 0,01 & 100, et §tre adapte par I'homme de Tart, en tonction du lipide 
s6lectionn6 et de Tacide nucl6ique s§lectionn6. Avantageusement, il est 
compris entre 0,01 et 20. 

Le complexe nucl§olipidique ainsi obtenu peut dtre utilise tel quel pour la 
transfection. II peut 6galement §tre soumis une maturation dite de "post- 
25 compaction", permettant d'optirniser Torganisation structurale du complexe 
en vue d'am6liorer ses propri6t6s de transfert. En effet, les 6tats 
d'organisation des lipides permettant une bonne compaction avec Tacide 
nucl6ique ne sont pas n6cessairement ceux donnant les meilleurs niveaux 
de transfection. Ainsi, il est avantageux de r6aliser une maturation post- 
30 compaction jusqu'& Tapparition d'agr6gats organises de type lamellaires, 
colonnaires et/ou h6xagonaux. Lorsque de tels agr6gats existent d6j^ lors de 
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la compaction, il peut §tre avantageux de rSaliser une maturation post- 
compaction pour homog6n6iser la composition. Les conditions et les moyens 
de la maturation post-compaction sont similaires & celles de la maturation 
pr6-compaction. La dur6e de cette maturation est adaptee par Thomme du 
5 m§tier en fonction de la maturation pre-com paction, et du vecteur lipidique. 

Les compositions obtenues peuvent 6tre utilisees extemporan6ment pour le 
transfert d'acides nucteique. Elles peuvent 6galement §tre stockees et 
conserves, par exemple sous forme lyophilisee ou congelee, en vue d'une 
utilisation ulterieure. Comme indiqu6 ci-avant, les compositions de Tinvention 
10 pr6sentent de nombreux avantages pour une utilisation industrielle. Elles 
sont calibrees, homog&nes, reproductibles, stables et offrent des pouvoirs de 
transfert elev6s. 

Un objet de I'invention reside en particulier dans une composition pour le 
transfert d'acides nucl6iques comprenant un acide nucleique complexe a un 
15 lipide cationique, caracteris6e en ce que Tefficacit6 de transfert n'est 
pratiquement pas alt6r6e par la presence de serum et en ce qu'elle peut etre 
obtenue par le proc6d6 d^crit ci-avant. 

La composition comprend preferentiellement, comme lipide cationique, une 
lipopolyamine. Encore plus preferentiellement, il s'agit d'une lipothermine ou 

20 d'une lipospermine, ayant de preference 2 chaTnes grasses. Par ailleurs, 
certains adjuvants peuvent 6tre ajout6s aux compositions, et notamment des 
adjuvants lipidiques. Plus preferentiellement, les adjuvants lipidiques sont 
des lipides neutres ayant 2 chaines grasses. 

De manidre particuli6rement avantageuse, on utilise des lipides 

25 naturels ou synth6tiques, zwitterioniques ou d6pourvus de charge ionique 
dans les conditions physiologiques. II peuvent etre choisis plus 
particulferement parmi la dioleoylphosphatidylfethanolamine (DOPE), le 
oleoyl-palmitoylphos-phatidyl6thanolamine (POPE), le di-stearoyl, -palmitoyl, 
-mirystoyl phosphatidylethanolamine ainsi que leurs derive N-methyles 1 & 3 

30 fois; les phosphatidylglycerols, les diacylglyc6rols, les 
glycosyldiacy [glycerols, les c6r6brosides (tels que notamment les 
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galactocErEbrosides), les sphingolipides (tels que notamment les 
sphingomyElines) ou encore les asialogangliosides (tels que notamment les 
asialoGMI et GM2). 

Ces diffErents lipides peuvent etre obtenus soit par synthase, soit par 
5 extraction & partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des 
techniques classiques bien connues de I'homme du metier. En particulier, 
I'extraction des lipides naturels peut etre rEalisEe au moyen de solvants 
organiques (voir Egalement Lehninger, Biochemistry). 

Preferentiellement, les compositions de I'invention comprennent, en 
10 plus du lipide cationique, de 0,1 a 20 Equivalents molaires de lipide neutre 
pour 1 equivalent moiaire de phosphate de I'acide nucleique, et, plus 
prEfErentiellement, de 1 a 5. 

Dans un mode de realisation particuliErement avantageux, les 
compositions de la prEsente invention comprennent un ElEment de ciblage 

15 permettant d'orienter le transfert de I'acide nucleique. Cet ElEment de ciblage 
peut Etre un ElEment de ciblage extracellulaire, permettant d'orienter le 
transfert de I'acide nucleique vers certains types cellulaires ou certains tissus 
souhaitEs (cellules tumorales, cellules hEpatiques, cellules 
hEmatopoiEtiques, etc). II peut Egalement s'agir d'un Element de ciblage 

20 intracellular, permettant d'orienter le transfert de I'acide nucleique vers 
certains compartiments cellulaires privilEgiEs (mitochondries, noyau, etc). 

Plus prEfErentiellement, I'etement de ciblage est lie, de maniere 
covalente ou non covalente, au lipide. La liaison peut notamment etre 
obtenue par interaction ionique avec les ammonium, ou par attaque 

25 nuclEophile des amines du vecteur sur des ElEments de ciblage comportant 
un groupement nuclEofuge (halogEne, tosylate, etc), un ester activE 
{hydroxysuccinimide, etc) ou encore un isothiocyanate. UEIEment de ciblage 
peut Egalement Etre liE & I'acide nuclEique. 

Parmi les ElEments de ciblage utilisables dans le cadre de 

30 I'invention, on peut citer les sucres, les peptides, les oligonuclEotides ou les 
lipides. PrEfErentiellement, il s'agit de sucres et/ou peptides tels que des 
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anticorps ou fragments d'anticorps, des ligands de recepteurs cellulaires ou 
des fragments de ceux-ci, des recepteurs ou fragments de recepteurs, etc. 
En particulier, il peut s'agir de ligands de recepteurs de facteurs de 
croissance, de recepteurs de cytokines, de recepteurs de lectines cellulaires 
5 ou de recepteurs de prot6in.es d'adhesion. On peut egalement citer le 
recepteur de la transferine, des HDL et des LDL. L'element de ciblage peut 
egalement etre un sucre permettant de cibler les recepteurs 
asialoglycoproteiques, ou encore un fragment Fab d'anticorps permettant de 
cibler le recepteur du fragment Fc des immunoglobulines. 

10 Les compositions transfectantes decrites peuvent etre utilisees pour 

le transfert d'acides nucleiques in vitro, ex vivo ou in vivo. Pour des 
applications in vivo, elles peuvent etre formulees en vue d'administrations 
par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, parenteral, intranasale, 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, 

15 etc. De preference, elles contiennent un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable pour une formulation injectable, notamment pour une injection 
directe au niveau de I'organe desire, ou pour une administration par voie 
topique (sur peau et/ou muqueuse). II peut s'agir en particulier de solutions 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, 

20 qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, 
permettent la constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique 
utilisees pour I'injection ainsi que le nombre d'administrations peuvent etre 
adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction du 
mode d'administration utilise, de la pathologie concernee, du gene a 

25 exprimer, ou encore de la duree du traitement recherchee. 

A cet egard, un autre objet de I'invention concerne un procede pour le 
transfert d'acide nucleique dans des cellules in vitro, in vivo ou ex vivo 
comprenant la mise en contact dudit acide nucleique avec une suspension 
de lipide cationique prealablement chauffee, et I'incubation des cellules avec 

30 le complexe nucleolipidique resultant. 
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Avantageusement, la suspension de lipide cation ique est 
prealablement chauffee et maturee. Toujours selon un mode prefere, le 
complexe nucleolipidique est mature prealablement a I'incubation avec les 
cellules. L'incubation avec les cellules peut etre faite in vitro, sur un support 
5 appropri6 (boite de culture, pochette, flasque, etc) eventuellement en 
conditions steriles. Les quantites d'ADN incubees sont connues de I'homme 
du metier (de I'ordre du microgramme pour 10 6 cellules). Pour une utilisation 
vivo, I'incubation peut etre effectuee par administration de la composition in 
vivo (locale ou systemique par exemple). 

10 La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des 

exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

Legende des figures : 

Figure 1 : Structures chimiques de lipides cationiques. (1a) : DOGS, (1b) : 
15 RPR 1 20531 , (1 c) : RPR 1 20535. 

Figure 2 : Influence de la temperature sur la densite optique a 400 nm d'une 
suspension de DOGS a. 1 mM dans le NaCI. 

Figure 3 : Cliche de Cryo-microscopie en transmission d'une suspension de 
DOGS a 2 mM dans le NaCI a pH 7,5. La preparation de I'echantillon a ete 
20 realisee immediatement apres chauffage (3a), 3 heures (3b), 1 semaine (3c) 
et 1 mois (3d) apres chauffage de la suspension et refroidissement a 
temperature ambiante. 

Figure 4 : Influence du pH sur la densite optique a 400 nm d'une suspension 
de DOGS a 0,6 mM dans I'eau ou dans le NaCI a 150 mM. Temperature de 
25 I'etude : 50°C. Les traits pointilles verticaux represented les valeurs des pKa 
du DOGS. 

Figure 5 : Diagrammes de Phases du DOGS (5a : eau; 5b : NaCI 150 mM), 
du RPR120531 (5c : eau; 5d : NaCI 150 mM) et du RPR120535 (5e : eau; 5f : 
NaC1 150 mM). 

30 Figure 6 : Pouvoir transfectant des compositions de I'exemple 5 
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Figure 7 : Pouvoir transfectant des compositions de I'exemple 6 
Figure 8 : Pouvoir transfectant des compositions de I'exemple 7 
Figure 9 : Pouvoir transfectant des compositions de I'exemple 8 
Figure 10 : Pouvoir transfectant des compositions de I'exemple 9 
5 Figure 1 1 : Pouvoir transfectant des compositions de I'exemple 10 
Figure 12 : Pouvoir transfectant des compositions de I'exemple 11 

MATERIEL ET METHODES 

1 . Le plasmide utilise dans les exemples suivants (pXL2784) est un derive 
ColE1 portant le gene de resistance S la Kanamycine, et le fragment cer de 

10 ColE1. La cassette d'expression eucaryote contient le promoteur CMV du 
plasmide pCDNA3 contrdlant le gene codant pour la luciferase (Photinu 
Pyralis). II est entendu que tout autre acide nucieique peut etre utilise. 

2. Les lipides cationiques utilises dans les exemples suivants sont le DOGS, 
le RPR120531 et le RPR120535 dont la structure est representee figure 1. II 

15 est entendu que les meme experiences peuvent etre r6alisees avec d'autres 
lipides cationiques. 

3. Protocole de transfection. Le proc6de d6crit vaut pour les transfections in 
vitro, ex vivo et in vivo. 

Les cellules utilisees sont des fibroblastes murins NIH 3T3, ensemences le 
20 jour precedent en plaques 24 puits, & une densite de 50 000 cellules par 
puits. Le milieu de culture utilise est le milieu DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle Medium), contenant 4,5 g/l de glucose, complemente avec 10% de 
s6rum de veau foetal, de 1% de L-glutamine (solution mere & 200 mM), de 
1% de pyruvate de sodium, de streptomycine (5000 Ul/ml) et de p6nicilline 
25 (5000 ng/ml) (Gibco). 

Prealablement k la transfection les cellules sont rinc6es 2 fois avec du 
DMEM ne contenant pas de serum de veau foetal. 

La transfection des cellules est r6alis6e par 50 \x\ d'une suspension de 
transfection contenant 0,5 pg d'ADN et 3 nmoles de DOGS par puits, dans 
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200 pi de milieu de culture additionne ou non de 10% de serum de veau 
foetal. 

Aprds une incubation de 4 heures k 37°C (dans un incubateur & C0 2 ), le 
milieu de culture contenant le complexe nucleolipidique est 6limin6 et 
5 remplace par 500 pi de DMEM comptemente & 10 % de s6rum de veau 
foetal. Les cellules sont ensuite incub§e pendant 48 heures. 

4. Mesure de I'activite luciferase de cellules eucaryotes. 

Elle est effectu6e 48 heures apr6s transfection. La Iucif6rase catalyse 
Toxydation de la luciferine, en presence d'ATP, de Mg 2+ et d'0 2 , avec 

10 production concomitante d'un photon. L'§mission totale de lumidre, mesur6e 
par un luminom§tre, est proportionnelle & l'activit§ luciferase de l*6chantillon. 
Les r6actifs utilises sont fournis par Promega (Luciferase assay system) et 
utilises selon un protocole conseilte. Aprds un double ringage des cellules 
par du PBS, les cellules sont lysees par 250 pi de tampon de lyse et la 

15 fraction insoluble de chaque extrait est 6limin6e par centrifugation. Le 
dosage est effectue sur 5pl de surnageant, dilu6 ou non dans le tampon de 
lyse des cellules. 

EXEMPLES 

Exemole 1 : Influence de la temperature sur I'organisation moteculaire des 
20 lipides cationiques. 

Une solution colloTdale de DOGS k 1mM a 6te pr6par§e par dissolution du 
DOGS cristallisS dans le chloroforme, evaporation du solvant et sechage au 
lyophilisateur. Le film a ensuite 6t§ repris par une solution de NaCI 0,9% 
tampon (H6p6s 10mM, pH 7,4). Apr§s chauffage & 50°C, la solution 
25 colloTdale a 6t6 plac6e a 4°C pendant une semaine. La density optique est 
suivie en continu (Spectrophotomdtre Lambda 2 (Perkin Elmer) avec porte- 
cuve thermostat^), tant dis que la temperature du bain (LAUDA RM6), lui- 
meme relie aux cuves de spectrophotomStre, varie & une vitesse determine 
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et control^ de 1,25°C/mn. La cuve renfermant I'echantillon est munie d'un 
systeme d'agitation. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 2. lis font apparaitre une 
chute brutale de la densite optique autour de 40°C environ. Cette chute de 
5 DO traduit un r6arangement profond de la structure du lipide. 

Parallelement, I'etat physique du DOGS au cours de ces variations de 
temperature a ete etudiepar cryomicroscopie en transmission. Pour cela, une 
suspension de DOGS a 2mM dans le NaCI a pH 7,5 a ete chauffee a 50°. La 
nature physique des objets a ete determinee apres chauffage au cours du 

10 temps, pendant la maturation par incubation a temperature ambiante. Les 
resultats obtenus sont presentes sur la Figure 3 : La preparation de 
I'echantillon a ete realisee immediatement apres chauffage (3a), 3 heures 
(3b), 1 semaine (3c) et 1 mois (3d) apres chauffage de la suspension et 
refroidissement k temperature ambiante. 

15 Les resultats obtenus montrent une evolution de la structure du DOGS, 
depuis le stade micellaire jusqu'a la formation de corps lamellaires, en 
passant par des structures en batonnets et vermicules. Cet exemple permet 
de definir des conditions de maturation pre-com paction du lipide. 

Exemple 2 : Influence du pH sur ('organisation moleculaire des lipides 
20 cationiques 

Une solution col loi'dale de DOGS a 1mM a ete preparee par dissolution du 
DOGS cristallise dans le chloroform e, evaporation du solvant et sechage au 
lyophilisateur. Le film a ensuite ete repris par une solution de NaCI 150 mM 
ou par de I'eau, dans une gamme de pH allant de 3.0 a 11.0. Apres 
25 chauffage a 50°C, les suspensions sont placees a temperature ambiante 
(25°C) 3 heures au moins avant le debut de la mesure. La densite optique 
est determinee dans les conditions decrites dans I'exemple 1 . 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 4. lis font apparaitre tres 
nettement une augmentation de la densite optique en fonction du pH. Cette 
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augmentation traduit une augmentation des interactions entre les molecules 
de lipides, par diminution des repulsions 6!ectrostatiques. 

Exemple 3 : Diagrammes de Phases des lipides cationiques 

Pour valider ies observations faites dans les exemples 1 et 2, des 
5 diagrammes de phases ont et6 traces pour differents vecteurs lipidiques. Ces 
diagrammes d6crivent l'6tat physique des lipides selon les conditions de pH, 
de force ionique et de temp6rature. lis mettent 6galement en Evidence les 
temperature de transition de phase et le comportement agregatif du lipide en 
fonction de son etat d'ionisation. 

10 Ces diagrammes sont pr6sentes sur les Figures 5a et 5b pour le DOGS, 5c 
et 5d pour le RPR120531 et 5e et 5f pour le RPR120535. Ms montrent que, 
dans le cas ou le lipide est solubilise dans de I'eau pure (pH < 6) la solution 
micellaire de obtenue par chauffage selon ('invention est stable, lis 
permettent Ggalement de d6finir les conditions de force ionique et de pH pour 

15 lesquelles la solution micellaire est stable dans le temps. 

Exemple 4 : Etude de diff&rents contre-ions dans Electrolyte de fond. 

Differents contre-ions ont et6 test§s dans l'£tape de maturation. Pour cela, 
differentes suspensions de DOGS dans un milieu dont l'6lectrolyte de fond 
est present a une concentration de 0.1 M et dont le pH n'est pas ajuste (pH 

20 natif : 3,5) ont 6t6 observes une semaine apr&s chauffage et 
refroidissement a temperature ambiante: 

- Dans KN03, les structures nanometriques sont de type micellaire et 
on observe quelques rares bords marques. Les structures submicroniques 
sont des filaments fins a forte tendance agr§gative. 

25 - Dans Kl, les structures nanom6triques se pr6sentent sous Taspect de 

superposition de lamelles dont les bords apparaissent tr§s marques. Les 
structures submicroniques se presentent 6galement sous la forme de 
filaments mais dont l'6paisseur est sup6rieure et k moins forte tendance 
agrSgative. 
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Exemple 5 

A. Protocole de preparation du complexe et transfection : 

Le lipide (DOGS) est presents a I'ADN sous la forme d'une suspension a 2 
mM dans le NaCI 150 mM a pH natif (3,5) chauffe et laisse a temperature 
5 ambiante 1 jour avant contact avec I'ADN ("pre-maturation de 1 jour"). Le 
lipide est introduit dans une suspension contenant le plasmide pXL2784 et 
composee de 150 mM NaCI ajuste a un pH de 5 - 6,6 ou 8,2 (ces pH sont 
des valeurs mesurees). La "maturation de post-compaction" est de 0 ou 3 
heures a temperature ambiante et la transfection a ete realisee en presence 
1 0 (SVF) et en I'absence de serum de veau foetal. 

B. Resultats : 

Les resultats de transfection exprimes en RLU (Relative Light Unit) pour 5 ul 
de lysat, soit 1/50eme de puits, sont presentes sur la Figure 6. Chaque 
valeur est une moyenne de mesure sur 4 puits. Les ecarts types sont 
15 represents par des barres horizontales. 

Cette etude montre qu'en partant d'une solution micellaire, une compaction 
dans un milieu salin de fort pH (ici 8,2) permet de s'affranchir de I'effet 
inhibiteur du serum, quel que soit la "maturation de post-compaction". Par 
ailleurs, lorsqu'un pH intermediate de compaction (toujours en milieu salin) 
20 est utilise, "une maturation de post-compaction" permet egalement de 
s'affranchir de I'effet inhibiteur sur la transfection du serum. 

Une etude similaire a ete realisee sur les lipides RPR 120531 et RPR 
120535 (voir figure 1 pour les structures du DOGS, RPR 120531 et RPR 
120535). Elle montre un comportement similaire a celui de DOGS 
25 relativement a I'influence du pH de compaction et de la "maturation post- 
compaction" sur I'affranchissement de I'effet serum. 

Exemple 6 

A. Protocole de preparation du complexe et transfection : 
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Le lipide (DOGS) est presente a I'ADN soit sous la forme d'une suspension a 
2 mM dans le NaCI 150 mM a pH natif (3,5) chauffe et laisse a temperature 
ambiante 1 jour avant contact avec I'ADN ("pre-maturation de 1 jour") soit 
sous la forme d'une solution a 2mM dans I'ethanol (EtOH). Le lipide est 
5 introduit dans une suspension contenant le plasmide pXL2784 et composee 
de 150 mM NaCI ajuste a un pH de 4.2 - 6,2 - 7.2 ou 8,2 (ces pH sont des 
valeurs mesurees) ou encore dans du milieu de culture DMEM. Aucune 
"maturation de post-compaction" n'est realisee sauf dans le cas ou la 
compaction est effectuee a un pH de 6,2 (pH 6,2 + mat.). Dans ce cas la 
10 "maturation post compaction" est de 3 heures a temperature ambiante. La 
transfection a ete realisee en presence (SVF) et en I'absence de serum de 
veau foetal (SS SVF). 

B. Resultats : 

Les resultats de transfection exprimes en RLU (Relative Light Unit) pour 5 ul 
15 de lysat, soit 1/50eme de puits, sont presentes sur la Figure 7. Chaque 
valeur est une moyenne de mesure sur 4 puits. Les ecarts types sont 
representes par des barres horizontales. 

Cette etude montre que le comportement des particules d'ADN compacte vis 
a vis de I'inhibition du serum de veau foetal vu dans I'exemple 5 (en fonction 
20 du pH de compaction et de la "maturation post-compaction") est egalement 
valable que le DOGS se presente sous la forme d'une suspension en milieu 
salin ou sous la forme d'une solution ethanolique. Elle montre egalement que 
I'etape de "maturation post-compaction" permet de s'affranchir de I'inhibition 
par le serum. 

25 Exemple 7 

A. Protocble de pr6paration du complexe et tr ansfection : 
Le lipide (DOGS) est presente a I'ADN sous la forme d'une suspension a 2 
mM dans le NaC1 150 mM a pH natif (3,5) chauffe immediatement (NM : pour 
Non pre-Mature? avant contact avec I'ADN ou "pre-mature" 1jour avant 
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compaction (1J). Le lipide est introduit dans une suspension contenant le 
plasmide PXL2784 et compos6e de 150 mM NaCI ajuste & un pH de 6,2. (ce 
pH est une valeur mesur6e). La "maturation de post-compaction" est de 0 - 
0,5 heure - 3 heures - 1 jour lorsque le lipide n'a pas 6t§ "pre-matur6", elle 
5 est de 3 heures lorsque le lipide a 6t6 "pr6-mature 1 jour" & temperature 
ambiante (temoin). La transfection a 6t6 r6alis6e en pr6sence et en I'absence 
de s6rum de veau foetal. Les r6sultats obtenus en I'absence de s6rum de 
veau foetal n'6tant pas significativement differents selon les differents 
protocoles 6tudi6s, seuls sont represents les resultats des transfections 
10 r6alisees en presence de serum de veau foetal. 

B. Resultats : 

Les resultats de transfection exprimSs en RLU (Relative Light Unit) pour 5 |il 
de lys&t, soit 1/506me de puits, sont pr6sentes sur la Figure 8. Chaque 
valeur est une moyenne de mesure sur 4 puits. Les ecarts types sont 
1 5 represent6s par des barres horizontals. 

Cette etude montre qu'une absence de "pre-maturation" du DOGS 
(chauffage imm6diatement avant mise en contact avec I'ADN) oblige a 
augmenter le temps de "maturation post-compaction" n6cessaire & 
I'aff ranch issement de I'effet inhibiteur du serum. La structure adoptee par le 
20 lipide avant sa mise en contact avec I'ADN semble done permettre 
d'acceterer ('organisation du complexe lipide-ADN. 

II semble egalement qu'une compaction r§alisee avec un lipide non 
premature rnais suivi d'un temps de "maturation post-compaction" suffisant 
(IM - 1 J), permette la formation de particules plus efficaces sur la transfection 
25 que si le lipide a ete pr6matur6 (1 J - 3H), peut-§tre parce que les particules 
form6es sont plus petites et de taille plus regultere. 

Exemple 8 



A. Protocole de preparation du complexe et transfection : 
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Le lipide (DOGS) est presents & I'ADN sous la forme d'une suspension & 2 
mM soit dans I'eau & pH 7,5 et "pre-matur§ M 1 jour avant compaction (eau 
7,5), soit sous la forme d'une suspension dans le NaCI 150 mM & pH 7,5 
6galement "pr6-matur6" 1 jour (NaCI 7,5). Le lipide est introduit dans une 
5 suspension contenant le plasmide pXL2784 et compos6e de 150 mM NaCI 
ajuste & un pH de 7,2. (ce pH est une valeur mesuree). La "maturation de 
post-compaction" est de 0 (0) ou 3 heures (3H). La transfection a 6t6 realisee 
en presence de s6rum de veau foetal. 

B. Resultats : 

10 Les r6sultats de transfection exprimes en RLU (Relative Light Unit) pour 5 pi 
de lysat, soit 1/50§me de puits, sont presentes sur la Figure 9. Chaque 
valeur est une moyenne de mesure sur 4 puits. Les ecarts types sont 
represents par des barres horizontals. 

Ces rSsultats montrent qu'il est possible de s'affranchir de I'effet inhibiteur du 
15 serum ainsi que de la "maturation post-compaction" en permettant au lipide 
avant compaction d'§tre plus structure : les conditions de pH et de force 
ionique superieurs dans le cas NaCI; 7,5 sont en effet favorables a un certain 
type d'organisation. Cette 6tude montre egalement que, lorsque la 
"maturation post-compaction" a lieu, il semble preferable pour une bonne 
20 efficacite de transfection de compacter I'ADN avec un lipide dont la taille 
particulate n'est pas trop importante (eau 7,5). Pour une bonne efficacite de 
transfection en presence de s6rum il semble done qu'il faille r6aliser un 
compromis entre structuration du lipide et taille des particules. 

Exemple 9 

25 A. Protocole de preparation du complexe et transfection : 

Le lipide (DOGS) est pr6sent6 & I'ADN sous la forme d'une suspension & 2 
mM dans le NaCI 150 mM & pH natif (3,5) et H pr§-matur6" 1jour avant 
compaction (1 J) ou 4 jours avant compaction (4J). Le lipide est introduit dans 
une suspension contenant le plasmide pXL2784 et compos6e de 150 mM 
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NaCI ajuste a tin pH de 6,6. (ce pH est une valeur mesuree). La "maturation 
de post-compaction" est de 0 (0) ou 3 heures (3H). La transfection a 6t6 
r§alis6e en presence (SVF) et en I'absence de s6rum de veau foetal. 

B. Rfesultats : 

5 Les r^sultats de transfection exprim6s en RLU (Relative Light Unit) pour 5 \xl 
de lys£t, soit 1/506me de puits, sont pr6sentes sur la Figure 10. Chaque 
valeur est une moyenne de mesure sur 4 puits. Les 6carts types sont 
repr6sent6s par des barres horizontales. 

Cette 6tude ne montre pas de difference significative entre les differents 
10 protocoles lorsque la transfection est r6alis6e en I'absence de s6rum de 
veau foetal. En revanche en presence de s6rum, on constate qu'une "pre- 
maturation" longue (4 jours) peut permettre de s'affranchir en partie de I'effet 
inhibiteur du s6rum lorsqu'il n'a pas 6te proc6de & une "maturation post- 
compaction". Cette 6tude montre 6galement que lorsqu'on procdde a une 
15 "maturation post-compaction", une "pr6-maturation" supplemental s'av&re 
inutile mais non nefaste, tout du moins dans le cas d'une pr6-maturation 
dans NaCI 150 mM & pH natif, et pour les temps de M pre-maturation" d6crits 
ci-dessus. 

Exemole 1 0 

20 A. Protocole de preparatio n du complexe et transfection : 

Le lipide (DOGS) est pr6sente & I'ADN sous la forme d'une suspension & 2 
mM dans le NaCI 150 mM a pH 7,5 et soit chauffe imm§diatement (IM), soit 
"pre-maturS" 1jour (1J), soit "pre-mature" 1 mois (1M) avant la compaction. 
Le lipide est introduit dans une suspension contenant le plasmide pXL2784 

25 et compos6e de 150 mM NaCI ajust§ a un pH de 7,2. (ce pH est une valeur 
mesur6e). La "maturation de post-compaction" est de 0 (0) ou 3 heures (3H). 
La transfection a ete realis§e en pr6sence de s6rum de veau foetal. 

B. R6sultats : 
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Les r§sultats de transfection exprimes en RLU (Relative Light Unit) pour 5 nl 
de lysat, soit 1/50§me de puits, sont pr6sent6s sur la Figure 11. Chaque 
valeur est une moyenne de mesure sur 4 puits. Les 6carts types sont 
represents par des barres horizontales. 

5 Cette 6tude montre qu'une H pr§-maturation" permet de s'affranchir en partie 
de I'effet inhibiteur du s6rum sur la transfection lorsqu'on ne procSde pas a 
une "maturation post-compaction". En revanche lorsqu'une maturation du 
complexe nucl6olipidique est entreprise il est constate que Tefficacit6 de 
transfection obtenue est meilleure lorsque le lipide a et6 chauffe 
10 immediatement avant sa mise en contact avec I'ADN et done qu'il se trouve 
sous la forme de petites particules lipidiques. 

Exemple 1 1 

A. Protocole de preparation du complexe et transfection : 

Le lipide (DOGS) est pr§sent6 a I'ADN sous la forme d'une solution 
15 micellaire a 2 mM dans Teau pure (pH natif de 3,5). Le lipide est introduit 
dans une suspension contenant le plasmide pXL2784 et compos6e de 150 
mM NaCI ajust6 & un pH de 7,3. (ce pH est une valeur mesuree). La 
"maturation de post-compaction" est de 0 (0) - 0.5 heure (0,5H) - 3 heures 
(3H) - 1 jour (1J) ou 1 semaine OS). La transfection a 6t6 realis6e en 
20 presence de s6rum de veau foetal. 

B. R6sultats : 

Les r6sultats de transfection exprim6s en RLU (Relative Light Unit) pour 5 \xl 
de lysSt, soit 1/506me de puits, sont pr6sent6s sur la Figure 12. Chaque 
valeur est une moyenne de mesure sur 4 puits. Les 6carts types sont 
25 represents par des barres horizontales. 

Cette §tude confirme que lorsque DOGS est pr6sente a I'ADN sous la forme 
d'une solution micellaire, une "maturation post-compaction" devient 
n6cessaire pour s'affranchir de I'effet inhibiteur du serum. On constate dans 
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le cas present qu'une maturation "post-compaction" de 3 heures s'avdre 
suffisante. 

Uensemble de ces resultats montre que le proc6d6 de I'invention, impliquant 
une 6tape pr6alable de chauffage et des 6tapes avantageuses de 
maturation, permet d'obtenir des compositions d6finies, homogSnes, 
reproductibles, dont les propriety transfectantes sont am6lior6es. 
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REVINDICATIONS 

1. Procede de preparation d'une composition pour le transfert d'acides 
nucleiques comprenant la mise en contact d'un acide nucJeique avec un 

5 lipide cationique, caracterise en ce que, prealablement a la mise en contact, 
le lipide cationique est soumis a une etape de chauffage. 

2. Proc6de selon la revendication 1 caracterise en ce que le lipide cationique 
est chauffe jusqu'a formation d'une solution micellaire. 

10 

3. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce que le lipide cationique 
est chauffe jusqu'a une temperature superieure a sa temperature de 
transition de phase. 

15 4. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend en 
outre, entre I'etape de chauffage et I'etape de mise en contact, une etape de 
maturation pr6-compaction du lipide cationique. 

5. Procede selon la revendication 1 ou 4 caracterise en ce qu'il comprend en 
20 outre, apres I'etape de mise en contact, une etape de maturation post- 
compaction du complexe nucleolipidique. 

6. Procede selon la revendication 1 ou 4 caracterise en ce que la mise en 
contact est realisee a pH compris entre 4 et 10, de preference entre 6 et 9. 

25 

7. Procede selon la revendication 1 ou 4 caracterise en ce que la mise en 
contact est realisee a force ionique comprise entre 0 et 2M, de preference 
0.01 et 0.5M, de preference entre 0,05 et 0,2M. 

30 8. Procede selon la revendication 4 caracterise en ce que la maturation pre- 
compaction est r^jisee par refroidissement, modification de la force ionique 
du milieu et/ou modification du pH du milieu. 
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9. Procede selon la revendication 8 caracterise en ce que la maturation pre- 
compaction est r6alisee par incubation & temperature ambiante. 

5 10. Procede selon la revendication 9 caracterise en ce que la maturation pr6- 
compaction est r6alis6e par incubation a temperature ambiante pendant une 
periode comprise entre 0,5 heure et 1 mois. 

1 1 . Proc6d6 selon la revendication 8 caracterise en ce que la maturation pre- 
10 compaction est realis6e jusqu'& formation d'agregats organises de type 

vermiculaires, tubulaires, lamellaires, hexagonaux et/ou colonnaires. 

12. Procede selon la revendication 11 caracterise en ce que la maturation 
pr6-cornpaction est r6alisee jusqu*a I'apparition d'agr6gats organises de type 

1 5 vermiculaires et/ou tubulaires. 

1 3. Procede selon la revendication 5 caract6ris6 en ce que la maturation 
post-compaction est realis6e par refroidissement. 

20 14. Proced6 selon la revendication 13 caracterise en ce que le 
refroidissement est r6alis6 par incubation a temperature ambiante. 

15. Procede selon la revendication 13 caracterise en ce que la maturation 
post-compaction est r6alis6e jusqu'a formation d'agregats organises de type 

25 h6xagonaux, lamellaires et/ou colonnaires, ou plus gros. 

16. Proc6de selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes 
caracterise en ce que le lipide cationique est choisi parmi les lipopolyamines. 

30 17. Procede selon la revendication 16 caracterise en ce que le lipide 
cationique est une lipospermine ou une lipothermine. 
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18. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que I'acide nucleique 
est un ADN. 

19 Precede selon la revendication 18 caracterise en ce que I'ADN est un 
5 plasmide, vecteur, ou fragment lineaire. 

20. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que I'acide nuc!6ique 
est un ARN. 

10 21 Precede pour le transfert d'acide nucleique dans des cellules in vitro ou 
ex vivo comprenant la mise en contact dudit acide nucleique avec une 
suspension de lipide cationique prealablement chauffee, et I'incubation des 
cellules avec le complexe nucleolipidique resultant. 

15 22 Precede selon la revendication 21 catacterise en ce qu'il comprend la 
mise en contact de I'acide nucleique avec une suspension de hp.de 
cationique prealablement chauffee et maturee. 

23 Precede selon la revendication 21 ou 22 catacterise en ce que le 
20 complexe nucleolipidique est mature prealablement a I'incubation avec les 

cellules. 

24 Composition pour le transfert d'acides nucleiques caracterise en ce 
quelle est essentiellement insensible a I'effet inhibiteur par le serum et en ce 

25 qu'elle peut etre obtenue par le precede selon la revendicat.on 1 . 

25. Cemposrtion selon la revendication 24 caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre un ou plusieurs adjuvants lipidiques. 

30 26. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que le lipide 
cationique comprend en outre des adjuvants lipidiques. 
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Figure! a 




R = arginine (12053 l)i 
R = H(120535)! 



Figure i b 
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Figure 3A 
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Figure 3D 



2754272 




Figure A 
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Figure 5(a) 




Figure 5(b) 
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Figure 5(f) 
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Figure 6 



2754272 



10/15 




F igure 7 



2754272 



11/13 



o 
5 



S 8 



8 

T 

LU 

8 



8 

UJ 

8 



3 

-t- 

UJ 

8 



8 



8 



8 8 8 8 



Figure 8 



2754272 



12/15 



5 to 
Z o 

□ □ 




X 

CO 




s 



LU 

o 
o 



CO 

o 


o 


o 


+ 
LU 


+ 

LJJ 


+ 

LU 


8 


o 
o 


o 
o 



8 



Figure 9 



2754272 



13/15 



X X 
O O co CO 



□ □ □ 





I""" ■ ■ ' ' 



Figure 10 



2754272 



14/15 



I 3 ? 

□ Q 0 




I — 


— i — 


— (— 


— i — 


— f— - 

T 


— i — 


— +— 

CM 


— f— 


8 


! 




8 


8 


O 


8 




o 
+ 




LLI 


+ 

LLI 


+ 
LLI 


■+ 
LU 


+ 
LU 


LU 


LU 


LU 


LU 


8 


S 


8 


8 


8 


8 


8 


8 


8 



Figure 11 



2754272 



15/15 



C/5 



X 
in 
d 




igur e 



12 



REPUBLIQUE FRANCHISE 



INSTITUT NATIONAL 
de la 

PROPRIETY INDUSTRIALIZE 



RAPPORT DE RECHERCHE 
PRELIMINAIRE 

etafali sur la base des dernieres revendications 
deposees avarit le commencement de la recherche 



2754272 



FA 533938 
FR 9612259 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric 



Citation du document avec indication, en cas de besom, 
des parties pertinentes 



Revendications 
concernees 
de la demande 
examinee 



WO 89 05636 A (THE LIPOSOME CORPORATION 
INC.) 29 Ouin 1989 

* abrege * 

* page 10, ligne 32 - page 11, ligne 21 * 

* revendications 1-9 * 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 8851 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B05, AN 88-366133 

XP002033669 

& JP 63 277 618 A (NOEVIR KK) , 15 
Novembre 1988 

* abrege * 

WO 95 18863 A (RHONE POULENC RORER S.A.) 
13 Juillet 1995 

* abrege * 

* page 6, ligne 19 - ligne 31 * 

* revendications * 

JOURNAL OF LIPOSOME RESEARCH, 

vol. 4, no. 1, 1 Mars 1994, NEW YORK, US, 

pages 361-395, XP000450216 

CHUN-JUNG CHU ET AL: "PH-SENSITIVE 

LIPOSOMES" 

* page 364 - page 366 * 



1-11, 

16-20, 

25,26 



1-11,25, 
26 



1-11, 

16-20, 

25,26 



1-4,6, 
16-22 



DOMAIN ES TECHNIQUES 
RECHERCHES (Int.CL.6) 



C12N 
A61K 



Data (TacUveawa* de la recherche 

26 Juin 1997 



Panzica, G 



CATEGORDE DES DOCUMENTS CITES 

X : particulierement pertinent a lui seal 

Y : particulierement pertinent en combinaison avec an 

autre document de la meme categoric 
A : pertinent a rencontre d'au mains une revendication 

ou arriere-plan technologique general 
O : divulgation non-ecrite 

P : document Intercalate 



T : theorie ou principe i la base de I'lnvention 
tdebi 



E : document de brevet benefldant d'une date anterieure 
a la date de depot et qui n'a fete public qifa cette date 
de depot on qu'a une date posterieure, 
D : cite dans la demande 
L : dte pour d'autres raisons 



& : membre de la meme famille, document correspond ant 



page 1 de 2 



REPLJBLIQUE FRANCAISE 



INST1TUT NATIONAL 
de la 

PROPRIETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

PRELIMINAIRE 

etabli sur la base des dernieres revendications 
deposees avant le commencement de ia recherche 



2754272 



FA 533938 
FR 9612259 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Citation du document avec indication, < 
des parties pertinent es 



Revendications 
concern ees 
de la d era and e 
examinee 



A,D 



A,D 



JOURNAL OF LIPOSOME RESEARCH, 

vol. 2, no. 1, 1 Janvier 1992, NEW YORK 

US, 

pages 125-139, XPOOO246010 
XIAOHUAI ZHOU ET AL: "IMPROVED 
ENCAPSULATION OF DNA IN PH-SENSITIVE 
LIPOSOMES FOR TRANSFECTION" 

* abrege * 

* page 126 * 

* page 131 - page 135; figure 3 * 

WO 96 17823 A (RHONE POULENC RORER S.A.) 
13 Juin 1996 

DNA AND CELL BIOLOGY, 

vol, 12, no. 6, 1 Juillet 1993, 

pages 553-560, XP000600772 

BARTHEL F ET AL: "GENE TRANSFER 

OPTIMIZATION WITH LIPOSPERMINE-COATED DNA" 



1,4-6,8, 
16-19 



US 4 873 089 A (SCOTTO ANTHONY W. 

10 Octobre 1989 

* le document en entier * 



ET AL.) 



DOMAIN ES TECHNIQUES 
RECHERCHES (IntCL.6) 



26 Juin 1997 



Panzica, G 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 



X : parti culierement pertinent a lui seal 

Y : particuHerement pertinent en oombinaison avec tm 

autre document de la meme categorie 
A : pertinent a Ken centre <fau raoins une revendication 

ou arrlere-plan technologique general 
O : divulgation oon-ecrite 



oo priacipe a la base de I'lnvention 
document de brevet benefidant d'une date anterieure 



a la date de depot et qui n'a ete poblie qnTa cette date 
de depflt oa qir a one date posterieure, 
D : cite dans la demande 



L : dte pour d'autres raisons 

& : merabre de ia mfime farailie, document correspond ant 



page 2 de 2 



